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摘要!为有效降解烟叶中的蛋白质$改善烟叶的吸食品质$从

河南&福建&云南
!

省的复烤烟叶表面筛选出
"1

株具有降解

蛋白质能力的菌株*通过测定菌株所产蛋白酶活性$筛选蛋

白质高效降解菌株并进行
"F/3;*a

测序$结合生理生化试

验对其进行鉴定*进一步采用正交试验优化菌株在烟叶中的

发酵条件$考察处理后烟叶的感官质量改善效果#结果表

明)

$

K*9!

为 优 选 菌 株$最 大 酶 活 达
!<"% d

+

LA

*

%

"F/3;*a

和生理生化试验证明$

K*9!

为短小芽孢杆菌

'

V)C$??-G

;

-Q$?-G

(*

&

根据正交试验结果$将培养后的

K*9!

菌液按照
!D

的烟叶质量比例施加于抽梗后的烟叶表

面$在温度为
!%c

的条件下发酵
1<2

后$烟叶中蛋白质降解

率可达
#O)FFD

*

'

评吸结果显示$发酵后的烟叶香气质变

好$香气量&烟气浓度有所提高$杂气减少$余味有所改善$烟

叶整体感官质量得到明显提升#

关键词!烟叶*蛋白质*短小芽孢杆菌*蛋白酶*发酵
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蛋白质是烟叶中主要的含氮化合物/

"

0

!其含量对烟叶的

吸食品质影响较大!对烟气饱满和烟香的丰富性具有重要作

用"但是!蛋白质含量过高会导致烟叶在燃吸时产生似燃烧

羽毛的臭味!并产生辛辣#苦涩感/

#

0

"同时!蛋白质还是烟叶

中许多有害成分的前体物质/

!]E

0

"一般来说!优质烤烟的蛋

白质含量在
%D

!

""D

/

F

0

!而目前中国国产烤烟蛋白质含量

普遍较高!尤其是河南产区的烟叶"因此有效降低烟叶蛋白

质!使其维持在合理范围!是提高烟叶品质的重要途径"

蛋白质属于大分子化合物!在自然陈化条件下降解缓

慢!通过生物技术加速降解烟叶蛋白具有重要意义"目前的

研究/

%]1

0主要集中在酶法降解和微生物发酵降解!前者具有

降解时间短#降解效率高的优势!但蛋白酶成本较高!导致其

难以在工业中大规模的应用-而后者以成本低廉和工艺简单

成为了当前的研究热点"李梅云等/

O

0将微球菌属或杆菌属

的细菌在浓度为
"$

%

,.d

.

LA

时处理
P!#F

片烟!蛋白质降

!#



解率最高时为
#<)<FD

-马玲玲/

"$

0从烟叶表面筛选出一株枯

草芽孢杆菌!喷施于烟叶表面!蛋白质降低了
#$)$$D

"但目

前为止!利用微生物发酵法降解烟叶蛋白依然存在蛋白酶活

性不高!蛋白降解率偏低等问题!难以在工业生产中推广

应用"

为获得能够高效降解烟叶蛋白质的菌株!提高烟叶品

质!本研究从不同年份#不同等级复烤烟叶表面筛选出一株

蛋白酶高产菌株!并对其进行鉴定及应用效果探索!以期为

高蛋白含量烟叶在卷烟中的应用提供新的选择"

"

!

材料与方法
")"

!

材料

")")"

!

烟叶

用于菌株筛选的烟叶(采自河南*许昌和三门峡+#福建

*三明和南平+以及云南*楚雄和临沧+

F

个产地!

!

个年份

*

#$""

!

#$"!

年+的复烤烟叶!共计
"1

份-

供试烟叶*作用效果考察用+(河南许昌
,!.

"

")")#

!

主要试剂

酪素#牛血清白蛋白(分析纯!美国
.(JH8

公司-

马铃薯#玉米浆#豆粕(市售-

其他试剂(分析纯!国药集团化学试剂有限公司"

")")!

!

培养基

营养琼脂*

*a

+培养基(胰蛋白胨
"$

X

!牛肉膏
!

X

!氯化

钠
E

X

!去离子水定容至
"$$$LA

!

W

K%)$

!固体培养基加

"E

X

琼脂粉!

"#"c

灭菌
#$L4:

!用于细菌的分离与培养-

MZ̀ ;

培养基(酵母膏
"$

X

!蛋白胨
#$

X

!葡萄糖
#$

X

!

去离子水定容至
"$$$LA

!

W

K%)$

!固体培养基加入
"E

X

琼

脂粉!

"#"c

灭菌
#$L4:

!用于酵母的分离和培养-

马铃薯葡萄糖琼脂*

;̀a

+培养基(马铃薯
#$$

X

!葡萄糖

#$

X

!琼脂粉
"#

X

!去离子水定容至
"$$$LA

!固体培养基加

"E

X

琼脂粉!

"#"c

灭菌
#$L4:

!用于烟叶表面真菌的分离

与筛选-

初筛培养基(

PK

#
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@
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^$)E
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*8
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K̀ ^
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"#K
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^")$%
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*8,($)"F
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,8,(
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1

K

#

^$)$$#

X

!

.7/̂

<

1

%K

#

^$)$$#

X

!脱脂奶粉

"$)$

X

!琼脂
"E

X

!去离子水定容至
"$$$LA

!

W

K%)$

!

"#"c

灭菌
#$L4:

-

复筛培养基(玉米浆
"E)$

X

!豆粕
"E

X

!蛋白胨
")$

X

!

*K

<

,(E)$

X

!

PK

#

`̂

<

")$

X

!

*8

#

K̀ ^

<

E)$

X

!

@

X

/̂

<

1

%K

#

^

$)#

X

!

@:/̂

<

$)"

X

!

W

K%)$

!去离子水定容至
"$$$LA

!

"#"c

灭菌
#$L4:

"

")")<

!

主要仪器

分光光度计(

e.N#"$$

型!尤尼柯*上海+仪器有限公司-

冷冻离心机(

/4

X

L8#9"FP

型!德国
/4

X

L8

公司-

,̀=

仪(

@85673>

B

>(73:7VJ5Y

型!德国
Z

WW

7:?'3[

公司"

")#

!

方法

")#)"

!

烟叶中微生物的初步分离
!

称取
$)E

X

烟叶粉末!加

入含有
<)E LA

无菌水的
"$ LA

灭菌试管中!于摇床

#$$3

.

L4:

水平震荡
"EL4:

!然后竖直静置
EL4:

"用移液枪

吸取上清菌悬液
"LA

于含有
OLA

无菌水的灭菌
"$LA

试

管中!依次稀释为
"$

]#和
"$

]!的菌悬液-分别吸取
"$

]#

#

"$

]!稀释度的菌悬液
"$$

#

A

!涂布于
*a

和
;̀a

培养基平

板!分别于
!%

!

#1c

培养过夜"

观察菌落大小#形态特征!对不同菌落进行编号!记录菌

落特征及长势"

")#)#

!

产蛋白质降解菌筛选
!

将上述分离获得的细菌#真菌

依次接种到蛋白质降解菌选择培养基上!细菌在
!%c

培养!

真菌在
!$c

培养"观察并计算透明圈直径与菌落直径的比

值和透明圈明显程度!通过统计学分析选择出酶活较高的

菌株"

将能够在蛋白质降解菌选择培养基上产生透明圈的菌

株!按菌株种类的不同接种到
*a

或
MZ̀ ;

培养基!

!%c

或

!$c

下
"E$3

.

L4:

震荡培养
"#2

!按照
#D

的接种量接入

E$LA

产蛋白酶发酵培养基的锥形瓶中!

!%c

下
"E$3

.

L4:

发酵
<12

"取发酵液于
!E$$3

.

L4:

离心
"$L4:

后取上清

液!测酶活"

")#)!

!

蛋白质降解菌的蛋白酶活性测定
!

采用福林酚

法/

""

0

!以
#D

的酪蛋白溶液为底物"

")#)<

!

烟叶蛋白含量的测定
!

采用
I38?9.'3?

法/

"#

0

!以牛血

清白蛋白为标准"

")#)E

!

蛋白质降解菌的
"F/3;*a

分析
!

菌株总
;*a

的提

取!采用改良的
/;/

方法进行提取"

,̀=

扩增采用通用引

物!得到的
,̀=

产物经
"D

的琼脂糖凝胶电泳检测合格后送

至上海铂尚生物技术有限公司进行测序!测序结果在
*,I-

数据库中利用
IAa/0

进行序列分析"

下载同源性较高菌株的
"F/3;*a

序列!与测得序列通

过
;*a@a*

软件进行序列比对分析"

")#)F

!

烟叶中蛋白质降解菌的形态学与理化鉴定
!

在
*a

固体培养基上!

!%c

培养
<12

后!观察菌落外部形态特征-

使用显微镜油镜观察细菌形态/

"!

0

"

参照文献/

"<

0对蛋白酶产生菌
K*9!

进行革兰氏染色#

接触酶反应#

&9̀

反应#酪素水解反应等试验"

")#)%

!

菌株降解烟叶蛋白质的应用
!

将保藏的
K*9!

菌株

转接到
*a

培养基内!于
!%c

#

"E$3

.

L4:

震荡培养
#<2

!至

菌悬液
+9

值为
#)$

时!

!F$$3

.

L4:

离心
"$L4:

!弃上清!加

入等体积的无菌生理盐水!得到种子液"

取
"$$

X

许昌复烤烟叶!选择发酵时间#施加菌液量#发

酵温度为影响因素!通过单因素试验确定了各因素的水平范

围!并设计三因素三水平正交试验!优化菌株有效降解烟叶

蛋白质的适宜条件/

"E

0

"正交试验因素和水平见表
"

"

!!

将烟叶切丝!制成烟支规格*

#$UF<

+

LL_#<)ELL

的

表
"

!

菌株降解烟叶蛋白的正交试验因素和水平
A

O

'

!

!

(

08C(7"

!

.8>6'358:?(7+7(5'[56384:?7

X

38?4:

X

6'C8>>'

W

3'674:'362'

X

':8(67V6A

O

'

!

!

(

水平
a

发酵时间.
2 I

施加菌液量.
D ,

发酵温度.
c

" F$ " !E

# %# ! !%

! 1< E <$

<#

基础研究
!

#$"%

年第
""

期



烟支样品!在
##c

#相对湿度
F$D

的恒温恒湿箱中平衡
<12

后待评"由
""

名专业评吸员按
O

分制打分!汇总结果去除

最高分和最低分后取平均值"

#

!

结果与分析
#)"

!

蛋白质降解菌的初筛

从不同类型复烤烟叶样品中!经菌落大小#颜色#形态分

析!共分离获得细菌
"#!

株!真菌
O

株"这些细菌#真菌经蛋

白质降解菌选择培养基筛选!获得能够产生透明圈的菌株

"1

株"

"1

株菌株在蛋白质降解菌选择培养基上生长
<1

!

%#2

之后产生的透明圈分别见图
"

#

#

"

!!

进一步测定
"1

株菌株在蛋白质降解菌选择培养基上生

长
<1

!

%#2

之后透明圈.菌落直径比值的平均值!并通过均

值方差分析法分析差异显著性!结果见表
#

"

!!

方差分析结果表明!

<12

和
%#2

的透明圈菌落直径比

图
"

!

蛋白降解选择培养基
<12

透明圈

.4

X

J37"

!

038:5

W

837:6>43>(7'[

W

3'674:?7

X

38?4:

X

57(7>64+7

L7?4JL

'

<12

(

图
#

!

蛋白降解选择培养基
%#2

透明圈

.4

X

J37#

!

038:5

W

837:6>43>(7'[

W

3'674:?7

X

38?4:

X

57(7>64+7L7?4JL

'

%#2

(

表
#

!

蛋白质降解选择培养基上
<1

)

%#2

透明圈*菌落直径比值g

08C(7#

!

=867'[638:5

W

837:6>43>(76'56384:>'(':

B

?48L7673'[

W

3'674:?7

X

38?4:

X

57(7>64+7L7?4JL

'

<128:?%#2

(

菌株 标记序号
<12

平行
"

平行
#

均值 分组

%#2

平行
"

平行
#

均值 分组

K*9! "$ "E)< "E)$ "E)# a "E)! "E)E "E)< a

M*9F % "")" "")1 "")< I "")1 "#)" "#)$ I

M*9"$ 1 "$)O "")! "")" I O)! O)% O)E ,

K*9< "# "$)F O)O "$)# I, "$)" "$)1 "$)E ,

.N9"# # O)$ O)! O)# ,; F)! F)E F)< ;Z.

K*91 E O)$ 1)% 1)O ,;Z F)1 %)$ F)O ;Z.

K*9O "" 1)1 1)1 1)1 ;Z. %)" %)# %)# ;Z.

M*9"" O 1)% 1)! 1)E ;Z.Q %)$ F)% F)O ;Z.

.N9E "% 1)$ %)% %)O ;Z.QK %)$ %)% %)! ;Z

.N9% "F %)< %)% %)F Z.QK F)! F)$ F)# Z.Q

M*9"% "E %)% %)" %)< .QK F)" E)1 F)$ .Q

.N9"< "< %)! F)O %)" QK- F)F F)% F)% ;Z.

.N9# " F)F F)O F)1 K- %)% %)# %)E ;

K*9" E F)$ E)1 E)O - %)% %)! %)E ;

K*9"E ! <)F <)# <)< N E)$ E)# E)" Q

M*9"F F !)< !)% !)F N !)! !)$ !)# K

M*9"! "!

% % % % % %

.N9"1 "1

% % % % % %

!

g

!

OOD

整体置信区间!分组中不共享字母的均值之间具有显著差异-

%

表示由于该菌落形态极不规则!无法计算直径!或长

度无法计算!或透明圈与菌落直径比值无法计算"

中!

K*9!

#

M*9F

和
M*9"$

的比值较大!差异性分组均不共

享字母!差异性显著"

K*9<

的
<12

比值差异不显著!考虑

到
%#2

的结果差异显著以及透明圈较大!列为待考察菌株"

M*9"!

和
.N9"1

菌落形态不规则!但实际观察中透明圈较

大!因此同样列为待考察菌株"

#)#

!

烟叶中蛋白质降解菌的复筛

将
F

个菌株接种于产蛋白酶培养基上!

!$c

下
"E$3

.

L4:

振荡培养
<12

后!经测定
+9

FF$

并计算!结果见图
!

"其中!

K*9!

具有最高的蛋白酶活力*

!<"%d

.

LA

+!因此选择为试

验菌株!应用于烟叶蛋白的降解"

#)!

!

菌株的
"F/3;*a

序列测定

采用
"F/3;*a

基因片段通用引物
.̀

.

=̀

!对
K*9!

进

行
,̀=

扩增以及克隆测序!获得一条
"<##C

W

的片段!将测

序结果与
*,I-

数据库中的基因序列进行比对!发现
K*9!

E#

第
!!

卷第
""
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!



与短小芽孢杆菌的同源性高达
"$$D

!确定
K*9!

是短小芽

孢杆菌"使用
;*a@a*

软件!选取同源性较高的
%

种模式

细菌菌株!进行系统进化分析!显示
K*9!

与短小芽孢杆菌

的亲缘关系最近*图
<

+"

图
!

!

复筛菌株蛋白酶活性

08C(7!

!

3̀'678578>64+46

B

'[375>377:4:

X

56384:5

图
<

!

K*9!

的系统发育进化树

.4

X

J37<

!

027

W

2

B

('

X

7:764>6377'[56384:K*9!

#)<

!

K*9!

的形态学观察

在
!%c

培养
<12

后!

K*9!

菌落呈白色至淡黄色!表面

无光泽!不透明!表面不平整!凸起!菌落近圆形或不规则!菌

落边缘不规则!在蛋白质降解菌选择培养基上生长速度较

快"菌株个体
$)F

!

$)%

#

L_#)$

!

!)$

#

L

!呈杆状*图
E

+!很

少呈链状!芽孢椭圆形"

图
E

!

K*9!

菌体形态图

.4

X

J37E

!

027L'3

W

2'('

X

4>8(>2838>673'[56384:

K*9!

'

"F$$_

(

#)E

!

K*9!

的理化鉴定

K*9!

经试验分析!发现该菌革兰氏染色呈阳性!甲基红

反应呈阴性!接触酶反应呈阳性!

&9̀

测验呈阳性!产酸反应

呈阳性!在
%D *8,(

中不能生长!酪素水解反应呈阳性!淀

粉水解反应呈阳性!硝酸盐还原试验呈阴性!最低生长温度

"$c

!最高生长温度
E$c

*表
!

+"参考&伯杰细菌鉴定手

册'

/

"F

0

!确定
K*9!

为短小芽孢杆菌"

表
!

!

K*9!

的部分生理生化特性

08C(7!

!

2̀

B

54'('

X

4>8(C4'>27L4>8(>2838>6735'[56384:!

试验项目 试验结果 试验项目 试验结果

革兰氏染色反应
U

柠檬酸盐反应
U

甲基红反应
]

产酸
U

&9̀

测定
U

硝酸盐还原
]

接触酶反应
U

生长温度
Ec ]

酪素水解
U

生长温度
"$c U

淀粉水解
U

生长温度
E$c U

%D *8,( ]

生长温度
EEc ]

#)F

!

K*9!

降解烟叶中蛋白质的效果

测得对照烟叶的蛋白质含量为
""#)<%L

X

.

X

"由表
<

可

知!最优水平组合为
a

!

I

"

,

#

!即时间为
1<2

#菌液施加比例

为
!D

#发酵温度为
!%c

-菌液施加比例对整个作用条件的

影响最大!其次是发酵温度!而发酵时间的影响最小"

表
<

!

K*9!

降解烟叶蛋白的正交试验分析

08C(7<

!

3̂62'

X

':8(67V6375J(6'[56384:K*9!?7

X

38?4:

X

6'C8>>'

W

3'674:

处理
a I ,

蛋白质含量.*

L

X

1

X

]"

+

" " " " "$#)%!

# " # # "$F)"$

! " ! ! 1!)O"

< # " # 1")"O

E # # ! "$%)$F

F # ! " "$")#!

% ! " ! O$)%%

1 ! # " "$")!!

O ! ! # O!)!O

S

"

O%)E1 O")EF "$")%F

&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

S

#

OF)<O "$<)1! O!)EF

S

!

OE)"F O#)1< O!)O"

K #)<# "!)#% 1)#$

!!

由于最优化组合
a

!

I

"

,

#

并不在
O

组正交处理方案中!

因此对优化处理方案进行了验证实验"结果表明!将菌液按

照
!D

的烟叶质量比例施加于抽梗后的烟叶表面!在温度为

!%c

的条件下发酵
1<2

后!烟叶中蛋白质降解率可达最高

值*

#O)FFD

+"

#)%

!

K*9!

处理烟叶后感官评吸效果

进一步对菌液处理前后的烟叶进行感官质量评价!结果

见表
E

"

!!

由表
E

可知!烟叶经过菌液处理后!香气质变好!香气

量#烟气浓度有所提高!杂气减少!余味有所改善!与对照相

比!总得分提高
")"!

分!烟叶整体感官质量得到明显提升"

F#

基础研究
!

#$"%
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""
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表
E

!

菌液处理烟叶后感官质量评价结果g

08C(7E

!

Z+8(J864':'[57:5'3

B\

J8(46

B

8[67363786L7:6'[6'C8>>'(78+75G462C8>67348([(J4?

样品 香气质
6

香气量
V

浓度
=

柔细度
9

余味
3

杂气
A

刺激性
:

总分
M

发酵后
E)1O E)1F E)1O F)#% E)%O E)%% F)#! EO)O#

,P E)%1 E)%% E)%E F)"F E)F% E)F1 F)$O E1)%O

!!!!!!!

g

!

Mk

*

6UV

+

_#)!U=_")EU9U3UAU:

"

!

!

结论
本研究从不同类型复烤烟叶样品中分离出

"1

株蛋白质

降解菌株!观察其在蛋白质降解菌选择培养基上生长
<12

和
%#2

降解蛋白质的情况可知!

K*9!

#

K*9<

#

M*9F

#

M*9"$

#

M*9"!

#

.N9"1

降解蛋白的能力较强"进一步测定菌株蛋白

质酶活力表明!

F

种菌株的蛋白酶活性分别为
!<"%

!

##"%

!

!#<F

!

#%1O

!

##"%

!

!$"%d

.

LA

!蛋白酶活力最高的菌株是

在蛋白质降解菌选择培养基上生长快且透明圈与菌落直径

比值较大的
K*9!

"

通过
"F/3;*a

测序!

K*9!

与短小芽孢杆菌*

V)C$??-G

;

-Q$?-G

+的同源性高达
"$$D

!亲缘关系最近!结合形态学与

理化特性!参考&伯杰细菌鉴定手册'!确定
K*9!

为短小芽

孢杆菌*

V)C$??-G

;

-Q$?-G

+"在之前的研究中!黄静文等/

"%

0

从烤烟表面分离到
"

株短小芽孢杆菌
&8:!E

!将其制成菌液

施用于卷烟烟丝!

##c

于
F$D

恒温恒湿箱发酵
#$?

!结果表

明!烟叶纤维素含量#总氮均明显降低!短小芽孢杆菌处理后

的烟叶!烟香#细腻醇均明显提升!烟叶刺激性#杂气均明显

下降!但未报道短小芽孢杆菌
&8:!E

是否具有降解烟叶中蛋

白质的功能"本研究将由
K*9!

制成的菌液喷施于烟叶表

面!烟叶中蛋白质降解率可达
#O)FFD

!证明短小芽孢杆菌

K*9!

能有效降解烟叶中的蛋白质!且能显著改善烟叶的整

体感官质量"综合之前研究可推测短小芽孢杆菌可有效降

解烟叶中蛋白质#纤维素等大分子物质!减少这些大分子物

质在烟叶燃吸时产生的刺激气体等!从而有效改善烟叶的吸

食品质!相关结果有待进一步验证"
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